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La Brucelosis es una zoonosis de distribucion mundial, en el hombre tiene una
sinonimia variada como: Enfermedad de Bruce, Fiebre Malta, Fiebre Ondulante y
otros; el agente causal de la enfermedad pertenece al género Brucella cuya presencia
determina un cuadro clinico sugerente, aunque inespecifico y que esta unido al
antecedente epidemioldgico de exposicion

Se reconocen tres especies cldsicas: B. abortus afecta mayormente al ganado bovino, B.
suis es mas frecuente en porcinos y la B. melitensis que fundamentalmente ataca a
cabras, ovejas y alpacas, pero puede afectar a bévidos y cerdos y es considerada como
la de mayor patogenicidad para el hombre ya que como sabemos este es un huésped
accidental no especifico sobre todo la especie melitensis biovariedad 1y 2. Las otras
especies del género Brucella se aprecian como menores dado que no revisten tanta
importancia en patologia humana

Dentro de las biovariedades de B abortus, la de mayor malignidad para el hombre es.
biovariedad 1, seguida de las biovares 3 y 6; B.. suis presenta un riesgo de infeccién
humana mucho menor que B. melitensis y B. abortus, y su distribuciéon geografica se
encuentra mucho mas limitada. Las biovariedades 1 y 3 son las que mds frecuentemente
infectan al hombre y su origen suele ser porcino. Sin embargo, la brucelosis presenta
una gran capacidad de adaptacion a los cambios sociales y a las modificaciones en las
practicas agropecuarias, lo que con frecuencia da origen a variaciones en el
comportamiento epidemiolégico y en la distribucion geogrifica de las diferentes
especies y biovariedades de Brucella (Rodriguez T y col 2001.)

Para el diagndstico, se pueden emplear métodos indirectos y directos; el diagndstico
indirecto es el examen seroldgico, el cual permite detectar la presencia de anticuerpos
frente al antigeno especifico de la Brucella, lo cual es detectable desde la segunda y
tercera semana después de la exposicion; periodo en el cual aparecen los anticuerpos
aglutinantes frente al antigeno brucelar.

Las pruebas que se emplean en el diagndstico seroldgico en forma habitual
corresponden a las consideradas: bdsicas, complementarias y confirmatorias que en
conjunto y por seleccién nos ayudan a establecer el diagnéstico que en definitiva se
logra con el aislamiento bacterioldgico y tipificacion y sus biovariedades del agente
causal de la enfermedad que en esta caso la Brucella, ayudado por supuesto con la
demostracién de la presencia de anticuerpos en el suero del y/o animal(es).

En Nuestro pafs, la prueba tamiz oficial en la ejecucion de las actividades del programa
de control y erradicacion de brucelosis bovina (DS-033-2000-AG-SENASA), es la
prueba de Rosa de Bengala, esta prueba pertenece a las pruebas conocidas como
pruebas de antigeno tamponado o bufferado, incluso llamado “Card Test”(Pietz 1967,
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Nicoletti 1968; Pitez y Schift 1968; Ray y Corley 1968; Ladwig 1968; Morgan y col
1969).

En la ejecucion de la prueba se puede utilizar tarjetas especiales u otro material,
actualmente esta modificada para hacerla en placa de vidrio (aglutinoscopio de
Huddlesson y Abel 1928.).

En un inicio la prueba de Rosa de Bengala se destind para sueros de porcinos,
posteriormente se modifico el antigeno extendiéndose su aplicacién a bovinos, en tal
virtud es una prueba que se emplea como tamiz que sumada a otras pruebas
complementarias permite su aplicacion como prueba calificativa de diagnostico y
vigilancia epidemiolédgica en dreas y hatos libres de infeccion brucelar.

El uso de la prueba de Rosa de Bengala por un lado, asociada a otras pruebas
confirmatorias, como Fijaciéon del Complemento y Elisa Competitiva y por otro
incluyendo el empleo de recursos humanos y econémicos permite ejecutar las
campafas de control y erradicacion de la brucelosis en el pais, oportunidad que tienen
los ganaderos de acogerse al programa a cargo del Ministerio de Agricultura a través
del SENASA.

La prueba no es otra cosa que un procedimiento cualitativo de ejecucién y observacion
rdpida de macro aglutinacién hecha en una sola dilucién evidenciando principalmente
anticuerpos de tipo IgG.

La prueba se fundamenta en la inhibicién de algunas aglutinas inespecificas a pH bajo.
Se usa un antigeno corpuscular (B. abortus cepa 1119-3 o Weybridge 99) al 8 % de
concentracion celular en solucion tope estabilizado a pH 3,65 £ 0,05. Cuando el
antigeno estabilizado en diluyente bufferado se mezcla con el suero o plasma la
variacidon del pH es muy limitada elevandose de 3,65 - 3,85 (£ 0,05). Nielsen et al.,
1996, establecieron que esta prueba tiene una sensibilidad del 94% y una especificidad
del 100%.

La prueba de tarjeta puede dar reaccién positiva antes que las pruebas estdndar de
seroaglutinacion hayan alcanzado los titulos correspondientes a clasificacion de
reaccionante positivo, lo que se debe probablemente a niveles adecuados de IgG1 que
reaccionan con el antigeno tamponado antes que la totalidad de anticuerpos (IgM e
IgG2) logren titulos o alcancen ser referenciales como diagndstico en otros métodos de
diagnéstico en otras pruebas convencionales, incluso en terneras vacunadas (cepa 19)
entre 3 a 6 u 8 meses de edad se hace negativa rdpidamente y no interfiere en el
diagnoéstico posteriormente a los 24 meses de edad. Sin embargo en ella se presenta
Falsos negativos limitando por lo tanto a animales con pocos dias de evolucién asi
como en otros casos con enfermedad de curso muy prolongado

Cuando tardiamente, se vacunan animales con cepa 19 se corre el riesgo de calificar a
cierto grupo de animales que dan falsos positivos, por lo que es conveniente recurrir a
otras pruebas que discriminen vacunados de infectados como la Fijacion del
Complemento y Elisa Competitiva, previa notificacion de vacunacién tardia al
momento de entregar la muestra al laboratorio. Esta discriminacion se da porque se ha
demostrado que existe una buena correlacion entre la prueba tamiz y las confirmatorias,
porque estas ultimas detectan entre otros al mismo tipo de anticuerpos.



La seroaglutinacion positiva en tarjeta o Rosa de Bengala indica claramente que:
e Por su simplicidad en la ejecucion y lectura asi como por el costo se considera
conjuntamente con el Test de Angus y Barton (BPA) como pruebas diagndsticas
disponibles para propésitos de vigilancia y control de la enfermedad

e En caso de bovinos una reaccién positiva a Rosa de Bengala corresponde
cuando menos a un titulo de 1/100 a la prueba lenta de tubo y / o ripida de
placa para animales vacunadas cuando terneras, inclusive NO existe la
clasificacion de Sospechoso, que es frecuente en la prueba de placa y tubo.

e EIl pH es el factor determinante de la especificad de la prueba
¢ El antigeno tiene buena estabilidad a 4 grados C.

e EIl antigeno se deteriora facilmente si se expone diariamente a cambios de
temperatura ambiente

e También guarda mucha importancia que el antigeno tenga la estabilidad
correcta, asi como el pH y la concentracion celular que exigen las normas de
preparacién para el bioldgico.

e Debe reaccionar correctamente a concentraciones que determinen positividad o
negatividad de la muestra con el suero OIESS.

Fundamento

La prueba se basa en la inhibicién — inactivaciéon de algunas aglutininas inespecificas a
pH bajo. Es una prueba cualitativa muy sensible que detecta IgG1 y su positividad
persiste por mucho tiempo.

Ac

Los anticuerpos tienen la capacidad de unirse a dos antigenos y estos a su vez se unen a

varios anticuerpos, formando una malla entrelazada observable directamente.

Equipos F
Centrifuga.
Refrigeradora (2- 4°C).
Aglutinoscopio.




Materiales

Placa de vidrio dividida en cuadrantes.
Crioviales.

Micropipeta de rango 5-50uL.

Tips con un rango de 20-200uL.
Plumones de tinta indeleble.
Agitadores.

Reactivos

Antigeno rosa de bengala 8 % concentracién celular.
Sueros control positivo.

Procedimiento de Ejecucion de la Prueba Diagnéstica
Recepcion de la muestra

Se registran las muestras debidamente identificadas.

Preparacion de los sueros

Los sueros deben ser centrifugados a 2000 rpm / 5-10 minutos.

Trasvasar los sueros a crioviales o tubos previamente rotulados.

Confeccionar los inmunogramas en el orden en el que serdn distribuidos los sueros
en la placa.

Identificar las placas de acuerdo al niimero de inmunograma.

Procedimiento:

El suero y el antigeno deben estar a temperatura ambiente (22°C +/- 4°C).
Solamente se debe retirar la cantidad de antigeno necesaria para trabajar en ese
periodo.

Depositar 30uL de suero problema sobre cada cuadrante de la l1dmina de vidrio.
Antes de usarlo, homogenizar cuidadosamente el antigeno y depositar 30uL. de este
cerca al suero problema.

Mezclar el suero y el antigeno, formando una zona circular u ovalada de
aproximadamente 2cm de didmetro.

Marcar el timer por 4 minutos.

Levantar la placa y realizar movimientos rotatorios (10-12 por minuto).
Transcurrido el tiempo proceder a la lectura, sobre fondo blanco.

Resultados

Para la lectura se realiza haciendo incidir una luz indirecta en la placa de vidrio.

El resultado de la lectura del diagnéstico se informa como positivo o negativo.

Las reacciones positivas presentan grumos de aglutinacidén que pueden ser grandes o
pequefios y las negativas tienen ausencia de éstos.

Toma de muestras - recomendaciones

= El material a utilizar en la extraccién de sangre y envio de la muestra (tubos,
jeringas, etc.) debe estar seco y limpio; los restos de humedad y particulas de



suciedad provocan hemdlisis. Para la separacién del suero la muestra de sangre
no debe congelarse pues se hemoliza, lo cual no es recomendable.

Las muestras de sangre se extraerdn sin anticoagulantes en tubos al vacid, por
puncién venosa, yugular o coccigea de animales identificados.

Identificar, rotulando siempre con claridad, escribiendo con marcador indeleble
y no con lapiz.

Inmediatamente después de haber obtenido la muestra de sangre, se debe colocar
en plano inclinado para aumentar la superficie de coagulacién, asi mismo
colocar los tubos bajo sombra, en un lugar fijo, no sometido a temperaturas
extremas ni movimientos bruscos.

Trasvasar el suero con pipeta o por decantacién en las mejores condiciones de
seguridad e higiene que sea posible, evitando la hemdlisis.

Enviar al laboratorio cantidades representativas de suero, procurar no enviar las
mismas los fines de semana o visperas de feriados. Adjuntar también datos
referenciales del estado sanitario del animal y del hato.

Nunca enviar muestras de sangre por transportes publicos, sin que se le haya
extraido previamente el suero, pues las mismas arriban siempre hemolizadas y
sin valor para andlisis serolégicos.

Caracteristicas generales y operativas de las pruebas diagnésticas
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